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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　SUmmary
　　　　　PrQduction　ofβ2－microglobulin（β2μ）by　peripheral　lymphocytes　obtained　from　25　normal　controls
　and　patients　with　various　diseases，　and　7　establi．shed　lines　Qf　human　cancer　cells　was　investigated　in　an
　”～寵〃oculture．system．　Concentrations　ofβ2！‘were　determined　by　radioimmunoassay，　and　the　presence
　ofβ2！‘in　these　cells　was　demonstrated　by　immunofluorescent　technique．　The　resul．ts　obtained　were　as
　follows．
　　　　　1）PrQduction　ofβ2μby　lymphocytes　was　signi丘cantly　increased　after　stimulation　with　PHA　in
　contrast　to　that　determined　in　the　unstimulatecl　cμ1ture，　and　a　comparison　was　run　against　that　after
　stimulation　with　Pokeweed　mitQgen．
　　　　　2）Concentrations　of　PHA　in　a　rang．e　of　l　to　20μ〃million　cells　were　constantly　stimulatory，　and
　the　increase　of　production　after　PHA　stimulation　showed　its　peak　response　on　the　3rd（）r　4th　day．　The
　time　course　studies　of　productlon　suggested　thatβ2μmight　be　related　with　the　basic　intracellular　protein
　Inetabolism　rather　than　the　cell　proliferation．
　　　　　3）Production　ofβ2μby　ly皿phocytes　was　poorly　correlated　with　the　number　of　E－rosette　forming
　cells　in　cultured　lymphocytes，　but　it　showed　a　signi丘cant　correlation　with　the　percentage　of　blastoid
　cells　emerging　in　the　mitogen　stimulated　culture．
　　　　　4）Production　ofβ2μby　peripheral　lymphocytes　of　a　patient　with　B　cell　CLL　was　remarkably　de－
　pressed，　however，　in　a　case　of　B　cell　CLL　with　normal　number　of　E－rosette　forming　cells　in　remission
　did　not　show　a　reduction　of　the　production．　Theβ2μproduction　by　lymphocytes　in　the　case　of　T　cell
　CLL　was　higher　than　that　in　B　cell　CLL，　and　the　results　suggested　thatβ2μwas　elaborated　to　a　consider－
　able　extent　by　thymus－dependent　lymphocytes．
　　　　　5）Production　ofβ2μby　cancer　cells　demonstrated　in　the　established　cell　lines　was　changeable　from
　line　to　line，　showing　relatively　higher　production　at　a　cell　lbvel　compared　to　that　of　lymphocyte，　a．nd　it
　was　suggested　that　the　relatively　higher　levels　of　serumβ2μfound　in　cancer　patients　may　be　related
　with　these丘ndings．
　　　　　6）　Chromatographic　studies　on　Sephadex　G－100　suggested　the　possibility　that　a　part　ofβ2μsecreted
　from　cultured　lymphocytes　might　be　associated　with　HL－A母ntigens，　and　a　discussion　was　made　on　the
　possible　correlation　ofβ2μwith　HL－A　antigens．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　リンやHレA抗原との関係について老察した．さらに
　　　　　　　　　　　　　　　　　　緒　　　言
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　radioimmunoassay法によって種々の臨床測定知見を得
　前編Dにおいて，低分子蛋白β2－micro910bulin（以下　　たが，悪性腫瘍では尿中β2μの増加がみられ，その増量機
β2μ）2）を精製し，その性状分析の面からβ2μと免疫グロブ　　序に関連して腫瘍細胞によるβ2μ産生能が問．題の一つとし
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て指摘された．
　種々の細胞がβ2μを産生するが3・4），本論文では上述の
知見を踏まえその産生細胞との関係を明らかにすべく，ヒ
ト末梢リンパ球および培養癌細胞を対象にして，ラ2μ産生
能について検討した．
実験方法
1．リンパ球に関する実験
　1）実験対象：IE常対照として男子6例（24～33歳），病
的対象として寛解期の全身性紅斑性狼瘡（以下SLE）3例，
活動型慢性関節リウマチ（以下RA）2例，多発性骨髄腫4
例，悪性リンパ腫（細網肉腫ならびに悪性細網症）2例，慢
性反応性細網症1例，寛解期にある慢性骨騰性白血病（以
下CML）1例，慢性リンパ性白血病（以下CLL）3例，進
行胃癌2例および腎癌1例，計25例である．なおCLL　3
例のうち，1例はTcell型で治療中，2例はBcell型で，
治療前および治療による寛解期の各1例である・
　2）リンパ球の分雌＝Conray－Fico11法による比重遠
沈法5）によった．ほとんどの症例ではほぼ純粋にリンパ球
が回収されたが，CMLではリンパ球の回収率が低く，鏡
検上リンパ球は46％で，54％はCML細胞であった．
　3）ヒツジ赤血球結合性リンパ球（ERFC）：矢田ら6）
の手技に従ったが，この場合3個以上の赤血球を結合する
リンパ球を陽性とした．
　4）　リンパ球の培養実験；　リンパ球を洗浄後，胎児牛
血清（FCS，　GIBCO）を20瑠に含み，ペニシリンGカリ
ウム（100U／m4）および硫酸ストレプトマイシン（100γ1
m6）を加えたRPMI　1640培養液（ニッスイ）に浮遊した．
浮遊リンパ球の生細胞率はTrypan　blue　dye　exclusi（）n
法7）による検定の結果96傷以上である．培養試験管当り
106個の生細胞を植え込み，各症例ごとにmitogenを添加
しない無刺激培養と，リンパ球106個あたりPhytohemag－
glutinin－P＊（PHA，　Difco）が10μ6，あるいはPokeweed
mitogen＊＊（PWM，　GIBCO）が50！‘4になる様にそれぞ
れを添加した培養系を作成し，総量1m4で培養を行った．
また予備実験を兼ねて，72時間培養のβ2μ産生について
PHAの至適添加濃度を検討するため，正常対照者2例お
よび未治療Bcell　CLLについてリンパ球106個当り，
PHA　O～20μ4の範囲の添加実験を試みた．培養はdupli－
cateを原則としたが，一部の症例ではリンパ球の回収率が
悪いためにsingleを余儀なくされた．37℃，5％CO2　in
airで静置培養し，経時的に培養液を回収して細胞塗抹標
本を作製した．顕微鏡下500個の細胞を数えて幼若化細胞
の’S分率を算定した．なお例数は少いが，3H－thymidine
uptakeによる培養リンパ球のDNA合成能を平行して検
討した．培養終了3時間前に3H－thymidine　1μCi／tube加
え8），経時的にharvestを行い，型のごとく処理して液体
scintillation　counterで測定し，リンパ球106個当りの計
数率を絶対値で表わした．
2．癌細胞に関する実験
　1）実験対象ならびに培養方法：細胞診で多数の癌細
胞の浮遊増殖が確認された各種癌患者の腹水5例，胸水2
例より癌細胞の培養を試みた．赤血球の混入をほとんど認
めないか，あっても軽度の胸腹水を選び，その30～50m4
を無菌的に採取して上清を遠心分離後，細胞沈渣を少量の
培養液に浮遊してそれを3～6個のFalcon　Plastic　Dish
（径35，60皿m）またはFlask（25　cm2）に分注し，37。C，
5％CO2　in　air中で静置培養を行った．胸腹水採取より培
養開始までの時間は1時間以内である．培養液はリンパ球
培養の時と同様で20％FCS加RPMI　1640培養液を使用
した．経時的にNIKON位相差顕微鏡下で培養細胞の増
殖状態を観察し，週2～3回培養液の半量交換を行った・
細胞の継代は0．1努trypsin（Difco），5mM　EDTA・Na　2
を含むPBS（Ca朴，　Mg什を含まないPBS，　Dulbecco）を
37℃，2～3分間作用させて行った．
　植え込み細胞および培養細胞については，可能な限り各
種細胞染色を施して形態学的に同定を行った．
　上記の培養細胞のうち増殖が認められた4種の培養細胞
（OG－605，　MG－605，　TL－610およびNK－605）を約1～1．5
ヵ月間培養の後，実験に供した．また京都大学胸部疾患研
究所病理部門の森川茂博士より供与をうけた3種の人癌細
胞株（HPE－GAC－2，　HPL－GCC－2およびHLN－Ret－2）9）
についてもβ2μの産生能を検討した．
　2）培養細胞の性状（Fig．1および2）
　HPE－GAG2はFig．1－aおよびbに示すが，73歳，男
性，胃腺癌の腹水より株化樹立される．浮遊増殖して腺腔
様細胞配列を示すが，一部に印環細胞の出現をみる・継代
数は11代以上で，実験に供したのは培養約19ヵ月目のも
のである．
　MG－605はFig．1－cに示すが，63歳，男性，術後再発胃
腺癌の腹水より培養された．培養細胞は単層増殖，多形性
に富み，1～数個の核を持つが，中には核小体を1～3個認
める．PAS反応陽性．部位により上皮様形態を示す傾向
を認める．継代は1回で，培養251≡1目に実験に供した．
　OG－605はFig．1－dに示す．72歳，男性，末期胃腺癌の
腹水より培養された．形態学的にはMG－605と類似する．
継代は1回行われ，培養25日目に実験に供した．
　HLN－Ret－29）はFig．1－eおよびfに示すが，39歳，男
＊，＊＊；バイアル当りそれぞれ滅菌蒸留水5m4で溶解して使用．
46（5） 西岡一β2－microglobulin｝こ関する研究（2） 371
1
．瀞∴
●
己◎
dP・
塁◎
辱
8
P
、註．．
、　．　　　　　　r，　・　　　ρ　　　　r
．．
D．・．ﾈil
蕊
．尊．
1．．@レ㌣
　　　　1馬1
　　　．疑i
　　　　吟
・／
a：
b：
C　；
　　　　　　　　　　　　　　し
　　　　　　∫置
　コ　　ロ
、．多目あ
　　　ヨ
　　　　　　　　　　　Rg．1　Cultured　human　cancer　cells
HPE－GAC－2　Phase　contrast　microscopy，×150　　d：OG－605　Giemsa　stain，　x150
ibid．　Papanicolaou　stain，×300
MG－605　Giemsa　stain，　x　300
e；HLN－Ret－2　Giemsa　stain，　x　300
f：　ibid．　Papanicolaou　stain，×300
性，細網肉腫の転移リンパ腺巣より膠化樹立される．clUS－
terを形成しながら浮遊増殖するが，一部は単層増殖する．
継代数は29代以上で，培養約29カ月目のものを実験に供
した．
　HPL－Gcc－29）はFig．2－a」｝δよびbに示すが，47歳，女
性，肺巨細胞癌の胸水より株化樹立される．上皮様形態を
とり単層増殖するが浮遊増殖もみられる．継代数は25代
以上で，実験に供したのは培養約27ヵ月目のものである．
　TL－610はFig．2－cおよびdに示すが，75歳，女性，肺
未分化癌の胸水より培養された．所々細胞がpne　upしな
がら単層増殖するが，一部は浮遊化する，印環細胞の出現
もみる．PAS反応は陰性から微弱陽性で，　alcian　blue染
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三
色陰性，pa照nicolaou染色では扁平上皮化傾向を認めな
い．培養細胞は形態学的に植え込み細胞によく似ている
が，一部腺腔様細胞配列を示すところもみられる・継代は
3回行われ，培養45日目に実験に供した．
　NK－605はFig．2－eおよびfに示すが，60歳，男性，両
肺転移を示すGrawitz’s　tumorの臨床診断で，細胞診は
明細胞型腎癌の腹水より培養された．培養細胞はpile　up
しながら単層増殖し，一部は浮遊化している．PAS反応は
陽性．継代は2回行われ，培養41日目に実験に供した．
　3）癌細胞の培養実験：単層増殖細胞はtrypsin溶液
を37℃，2分間作用させて剥離後，FCSを終濃度約10傷
になるように加えて，trypsin作用を止め，細胞を洗浄後，
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20％FCS加RPMI　1640培養液に浮遊させた．浮遊増殖
細胞はそのまま洗浄後，慎重なpipetting操作で20％FCS
加RPMI　1640培養液に浮遊させた．浮遊細胞のviability
はTrypan　blue　dye　exclusion法で84～96傷であった．
生細胞2×105／m6をFalcon　Plastic　Dish（径35　mm＞に
植え込み，37。C，5箔CO2　in　air中で静置培養した．培養
は原則としてduplicateで行い，経時的に培養液をharvest
した．上清液はβ2μ測定時まで一20℃に凍結保存した・
3．細胞結合β2μに関する実験
　1）3MKC1日目による細胞の可溶化法＝Reisfeld
ら10）に準じて，リンパ球と培養癌細胞を3MKC1で処理
し，丁II溶化するβ2！‘を測定した．リンパ球は5例の正常対
照から採取した末梢血液から，さきに述べた方法で高度に
純化し，PBSで一世分に洗浄後，これに浮遊した．同様に癌
細胞を洗浄し，PBSに浮遊した．浮遊液の細胞濃度は，リ
ンパ球が0．5～5．1×107／m4で，癌細胞は0．1～1．1×107／m4
である．細胞濃度の低いものやviabUltyが80％以下のも
のは避けた，細胞浮遊液1容に4．5MKC1を含むPBS，
pH7．4を2容加え，　KCIの終濃度を3Mとして，4。C，16
時間緩徐に撹馴し，次いで32，600×Gで4。C，1時間遠心
分離を行い上清をβ2／‘定量に供した．
　2）膜螢光抗体法：Sandwich法を用い，正常対照リン
パ球および数種の培養癌細胞について細胞膜表面の，32μを
検索した．細胞をPBSで十分洗浄後，細胞数1～5×106／
m4の浮遊液をつくり，　Trypan　blue　dye　exclusion法で
viabilityを確かめた後，その50μ6に等量の20倍希釈抗
f32μ血清（＃055，　Dakopatts）を加え，　OoC，30分間反応さ
せる．次いで冷PBSで3回洗浄後，細胞沈澄を50μ6の20
倍希釈FITC標識ヒツジ抗家兎IgG血清（Behringwerke
Lab．〉に浮遊し，　OoC，30分間反応させ，再び冷PBSで3
回洗浄後，リソ酸緩衝化50傷グリセリン液にmountし，
NIKON落射型蛍光顕微鏡で鏡検した．反応の特異性を確
認するために蛍光阻止試験を行った．
4．β2μの測定とSephadex　G－100による分画法
　培養上清中に分泌されるρ2μと3MKC1可溶化分画中
のβ2μの存在様式を尿中‘ラ2μとの対比において検討する
ため，それぞれSephadex　G－100カラムで分画し，溶出液
の0．D．280　nmの測定とβ2！‘の検出を図った．すなわち
1MNaClを含む0．1　M　Tris・HC1緩衝液，　pH　8，0で平衝
化した1．5×50Cmク）カラムを用い，18　m6／hの流速で
4m6／tubeの割に分画した．　PHA10！’6添加正常対照リン
パ球106個／m4の72時間培養上清1m6　G32！‘を約250　ng
含む），1．7×107個のリンパ球の3MKCI可溶化分画1m6
G32μを約130　ng含む），およびFanconi症候群患者の尿
凍結乾燥粉末20mgを試料として添加した．
　、32μの測定にはPharmacia社のRIAキットPhadebas
132－micro　Test11＞を使用した．標準曲線より3～96　ng／m4
の範囲で測定が可能であった．再現性を調べると，その変
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Fig．3　Stimulation　of　l32－microglobulin　production
　　by　various　quantities　of　PHA－P　at　72　h　culture
　　tinle．β2－microglobulin　production　ofperipheral
　　lymphocytes　from　normal　donors（O，●）and
　　from　a　patient　with　B　cell　CLL　い）were
　　measured，
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Rg・4　Kinetics　of，32－micro910buhn　l）roduction
　　by　cultured　lymphocytes　at　various　culture
　　time　without　mitogen（○，●）or　with　PHA－P
　　（＝，▲）an（l　PWM（□，■）．　The　concentrations
　　of　PHA－P　employed　were　10μ4／106　cells　l
　　PWM，50！〃／106　cells．　The　solid　line　were
　　obtained　fro111　a　norlllal　donor；　the　broken
　　line，　frて）m　another　normal　donor．
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動は8％以内で，同一試料12検体について，本法とさきに
発表した二抗体RIA法1）との成績を比較すると，両者の
間には有意の相関関係がみられた（r＝0．98，p〈0・01）・試料
の希釈は培養上清液の場合は3～11倍の範囲で，3MKC1
可溶化分画の場合は1～6倍で行い，その他必要に応じて
希．釈を変えた．なおFCSには1∋2μとの交叉抗原性がなく，
使用した培養液はβ2μを含まないことを確認した，
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Hg．5　Kinetics　ofβ2－micro910bulin　production
　　by　cultured　peripheral　lymphocytes　from　a
　　patient　with　T　cell　CLL　at　various　culture
　　time　without（○）or　withPHA－P（△）and　PWM
　　（□）．The　concentrations　of　PHA－P　employed
　　were　10μ4／106　cells；PWM，50μ／10㊨cells．
実験成績
1，リンパ球のβ2μ産生能
　1）PHAの添加濃度の影響
　72時間培養において，PHA刺激後の正常対照リンパ球
のr32μ産生は，　Fig．3のごとく無刺激培養に比較して3～
4倍に増加するが，PHA　1～20μ6の使用範囲内において
は添加量にかかわりなく，β2μ産生は大体一定している．
未治療のBcell　CLLではPHA刺激下においてもβ2μ産
生は低値を示したが，同様にPHA　2～10μ4の範囲内に：お
いてはβ2μ値に大きい変化は認め難かった．これらの条件
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を参考にして以下の実験ではPHA添加は10μ4使用時に
得られた結果を示す．
　2）β2μ産生のKinetics
　正常対照リンパ球のβ2μ産生はF19．4のごとく，無刺激
培養，あるいは皿itogen添加培養のいずれにおいても，
経時的に増加し，72～96時間培養で最大量に達して，その
後同程度を保つか，もしくは減少する傾向を示した．
　Tcell　CLLのリンパ球についてはFig．5のごとく，β2μ
産生はやや低値であるが，その経時的変化はほぼ正常対照
リンパ球のそれに準じた変動を示し，96時間培養で最大に
達した．この点Bce11　CLLではFig．6のごとく，リンパ
球のβ2μ産生の反応性は全般的に低値を示し，わずかに
PHA刺激によって96時間培養時点まで緩徐に増加傾向を
示すに止まった．
　しかしいずれの例においても，PHA刺激によりβ2μ産
生能は最も充進を示した．その点PWM刺激は正常対照
リンパ球において軽度の差を認める以外は，無刺激条件と
同程度の弱い産生能を示した．
　3）ERFCとの関係
　リンパ球の培養開始時におけるERFC値と72時間培養
後におけるβ2μ産生との関係をFig．7に示した．　ERFC
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　　centrations　of　PHA－P　and　PWM　employed　were　10μ／106　cells　and　50μ／106　cells，　respectively．
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値と無刺激培養における、ヲ2／～産生との問にはFig，7－aのご
とく相関性は認められない．しかしPHA刺激によるβ2μ
産生との間にはFig．7－bのごとく有意ではないが，相関度
はr＝0．37と前者の場合よりも高い傾向を認めた．またこ
の場合ERFC値が30～60％を示す例においては，β2！｛値
200ng／m4を境いに，その産生能が高い例と低い例の2群
に解離する傾向がうかがわれた，PWM刺激下での132μ産
生についてもほぼ同様の傾向がみられたが，中には‘32μ産
生が著明に高く，ERFC値が低値を示すような，言いかえ
れば後者の抑制が推測される例も経験された．
　4）リンパ球幼若化現象との関係
　72時間培養におけるPHA刺激によるリンパ球幼若化
率とβ2μ産生との間には，Fig．8のごとく有意な相関関係
がみられた（r＝0・66，P＜0．01）．これはPWM刺激におい
ても同様で，有意の相関性が認められた（r＝0．50，p〈0．05＞．
　5）種々の異なった培養条件下におけるβ2μ
　　　産生能の比較
　三種の異った培養条件下において72時間培養における
リγパ球のβ2！‘産生は，Fig．9のごとく互いに有意の正相
関を示し（p〈0．01），図の回帰曲線から132／‘産生能はPHA
刺激＞PWM刺激≧無刺激培養の順序で認められた．すな
わち132！‘産生は無刺激培養に比較してPHA刺激により著
明に亭亭し，PWM刺激では軽度な増加を示すに止まった．
　なおリンパ球幼若化現象算定の妥当性を検討するため，
培養細胞のDNA合成能を3H－thymidine　uptake法で検
討したが，正常対照5例の成績では72時間培養で，無刺
激対照2，900±200cpm（M±SD）に対して，　PHA刺激
15，200±5，700，PWM刺激3，500±900を示し，特にPHA
刺激によるDNA合成の充進が観察された．このうち1例
について144時間培養まで追跡調査したが，2，000～3，000
Cpm値を示して無刺激対照培養との間に差はみられなか
った．一方未治療Bcell　CLLではそれぞれの72時間値
が2，400，3，700および2，400cpmと低く，144時間値も
1，000，2，200および1，300cpmと二値で，　mitogen刺激｝こ
よるDNA合成の充進はみられなかった．この結果はリン
パ球幼若化現象の算定率とよく一致を示した．
　6）リンパ球の対象別，種類別にみたβ2μ産生能の比較
　以上，リンパ球のβ2μ産生能について，種々の面から解
Table　l　P’η42’‘！～o刀q1’β2一〃”θro9ゾ。ゐ〃ゴ〃ゐy♪‘・1ψ1～81・α♂4y〃～ノ）1～o‘き，∫8∫q1’
　　ノ～01フ〃α1∫，吻躍∫α〃どけ’ρα〃8〃’5ZCI’〃～τ，α1・’o〃∫♂綬α∫‘・∫（M±SD）
ERFC UnstimulatedPHA－stimulatedPWM－stimulatedCondition 〔岳） （：u1ture culture culture
〔Blast毛） （ Blast篭〕
No孤旦1〔6） 45．7　ま6．6 77ま15 283　±46 100　±31
〔72．0士4．5） （29．7±8．1）
SLE門re鳳i55ion”〔3）S6，0士3．3 73±17 311　±19 129　圭9
〔81，6±6．4） （41．7±14．2）
只A”8ctive”（2）37．2　土4．Z 56±20 216　±72 75　±19
（67．9±0．4〕 〔24．1±7．3）
Hultiple　myeloma45．6　±8．0 80±28 180　±56 95　±　25
（4） 〔55．1±12．6）〔23．4±10．Z〕
Malignant　lymphomaN．D． 91±　20 工41　±　39 73
（2〕 〔76．0圭10．7〕 〔26．1）
Chτonic　re呂ctive69．0 83 341 139
retiCUlosis〔1） （79．8） 〔43．2）
CLL　B　ce・・typ。〔・テ 5．0 19 38 21
〔8．1〕 〔0．8）
，l窒?ｎｉｓｓｉｏｎ’， ，60．D8 105 261 83
（1） 〔5L5） 〔18．1）
T、。1・・yp。（11 55．1 74 150 82
〔36．4〕 〔6．3〕
CML”re血ission”（1）25．0 117 341 198
〔N．D．） （N．D．〕
G＆5tric　cancer39．4　土1．1 38圭　11 121　士　20 73
”＆dvanced”（2） 〔40．1丈0．5〕 （13．1〕
R●nal　tu皿or（1〕 37．4 160 439 197
〔69．7） 〔N．D．）
N．D，　翼　not　detemined
¶　8　no　treatment
5■u【ndor　　　　　the　　medicationV・1・e・・ep・・se・t・d・gβ・一目i…91・b・1i・per　106ce11、
踏：雨露翻：濫：：，”ξδ1、t舗言・翻，｝…PHA一う／1・6・・叩h・cy・…
Spent　culture　皿edia　were　harvested　at　72h　culture　time．
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Tabie　2　　P’η4’κ’～o〃〔ヅーβ2冒ノ”～（’ノマ）gZoゐ～’1’”加‘’”1々”で∫φ’ノ｝で51～4γ8ゆZαノz加♂c6ZZ∫’
　　てこP‘・1で～〃〃～α置’4て。，～’ん2×！05て・～α～＞1‘ノご。〃5／’”4．
　　・’～’〃’〃で〃’・・‘11α1・・‘酌α’〃。α」・・〃∠・τ’・’のb’・α〃～’・〃αρ・’〃〃伽け’！06ぐ8zム》’π4
77躍　α‘髭μ，・85
77～8ビ0〃ビ8〃’1』α孟ど0ノ～5¢プβ2一瞬0’rogJoゐZ‘」カZ～η疏ε
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DesignationOrigin　of　ce115CultureMaintenanceTyp 　of　cellsβ2－micro910bulin
ofce11．s 　　　　　噛高≠狽?ｒｌａ１ of　culture production　〔ng／m1）
48h　　　72h
HPE－GAC・．2Gastric　cancerAscites19Mth5Adenocarcinoπla140　　　197cells
OG－605 Gastric　cancerAscites25daソsAdenocarcinoma171　　　N．D．
⊂e115　？
MG－605 Gastric　callcerAs ites25daysAdenocarcinoma196　　　N．D，
cells　？
　　　　　　　　　§HP工．一GCC－2
Lung　cancerPleuralZ7　Mths　9flant　ce11 113　　　125effusion ：CarCinOma　CellS
TL－610 Lung　cancerPleura145daysUndifferentiatedN．D．　　690effusion carcinoma　cells
NK－605 Grawitz「s　tumor？Ascites41　daysClear　cell　type85　　　N．D．
　　　　　　　　　§HLN－Ret－2
Reticulum　　ce11Lymph 29Mth5Lymphoma　cells236　　　361sarcoma node
N．D．＝　not　determined
§　＝　kindly　supPlied　by　Dr．Morikawa，　The　department　of　pathology，
　Chest　Disease　Research　Institute，　University　of　KyOto．
析したが，個々の症例における成績をTable　1に一括した．
　すなわち疾患により，またmitogenの種類により，リ
ンパ球のβ2μ産生や反応性には差異が認められるが，72時
間培養におけるβ21’‘産生が正常対照群よりも低値の傾向を
示した疾患をみると，RA，多発性骨髄腫，悪性リンパ腫，
CLL，胃癌などをあげることが出来る．また逆に，正常対
照群とほぼ同程度か，それ以上の値を示した疾患は，寛解
期のSLE，慢性反応性細網症，寛解期のBcell　CLL，
CML，および腎癌などであった．
　注目される点はCLLの3症例における成績である．す
なわち，未治療13cell　CLLの，32，〃産生は，　ERFC値，
幼若化現象と共に異常に低下しているが，寛解導入後の症
例ではほぼ正常値までの著明な回復がみられた．この点T
cell　CLLのβ2／‘産生能は比較的よく保たれ，　B　cell　CLL
とは対照的な成績を示した．CMLの例ではβ2μ産生は尤
進しているが，培養細胞の中に白血病細胞の混入が確認さ
れているから，これらの細胞による影響は否定できない．
腎癌でも異常高値がみられたが，細胞診の塗抹標本の精査
を通して検討する限り，腫瘍細胞混入等の異常は明らかで
なく，その機序は詳らかでない．
2．培養癌細胞のβ2μ産生能
　培養癌細胞の性状，および48時間ならびに72時間培養
におけるβ2μ産生についての成績をTable　2に一括した．
　培養癌細胞106個当りのβ2μ産生量を表示してあるが，
7種類の培養癌細胞はいずれもβ2μ産生を示した．
　すなわち3種類の胃癌細胞は48時間培養で140～196ng
のβ2／‘を産生し，72時間培養ではHPE－GAC－2株のβ2μ
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Fig．10　Kinetics　ofβ2－microglobulin　production　by
the　culture　of　human　cancer　cells　at　various　culture
time．　Th．e　cell　cultures　were　initiated　with　2x105
cellS／ln4．
　The　concentrations　ofβ2－microglobulin　in　the　cul－
tureロ1e．dia　ha．s　be．en　c．alculated　for　an　initial　number
of　106　cells／m4．　a．　HNL－Ret－2，　b．　HPE－GAC－2，　c．
HPL－GCC－2＝kindly　supplied　by　Dr．　Morikawa，　The
department　of　pathology，　Chest　Disease　Research
工nstitu亡e，　University　of　Kyoto．
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は197ngを示した．肺癌細胞では巨細胞癌由来のHPL－
GCC－2株が72時間培養で125　ng，未分化癌由来のTL－
610株は690ngと比較的多量の132μ産生を示した．また
腎癌由来のNK－605株は48時間培養で85　ng，細網肉腫
由来のHLN－Ret－2株は非上皮性の培養株であるが，48時
間，および72時間培養，それぞれにおいて236および361
ngの産生を示した．
　Fig，10には培養癌細胞の経時的β2μ産生能を示した・
すなわちHLN－Ret－2，　HPE－GAC－2およびHPL－GCC－
2株3種の癌細胞によるβ2μ産生は，培養時間の経過にほ
ぼ比例して直線的に増加する傾向を示したが，HPE－
GAC－2およびHPL－GCC－2株は72時間以内にβ2μ産生
の減少傾向がみられ，これらの細胞観察を行うとcell　de－
brisの出現が数を増して，その点への関連性をうかがわ
せた。
3．細胞結合β2μに関する実験
　1）3MI（C1可溶化分画中のβ2μ
　成績はTable　3に一括して示したが，3MKCI処理によ
りsolubilizeされてreleaseしたβ2μはそれぞれ細胞106
個当りの数値を表わす．すなわち，本法によると正常人リ
ンパ球に結合しているβ2！‘量は7，9ng／106個と測定され，
5例それぞれの間の差異は比較的少ない．一方培養癌細胞
の4種類それぞれについての132μは，7．1～59，4ng11（距個
と測定され，株による相違がある．これらの測定結果をさ
きに述べた72時間培養におけるβ2μ産生量と対比すると，
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Fig．11　Cell　surfaceβ2－microglobulin　in　lymphocytes　and　human　cancer　cells・　Cells
labeled　with　rabbit　anti一β2－micro910bulin　serum（Dakopatts＃055）and　FITC－conjugated
goat　anti－rabbit　IgG　at　O。C；difEuse　labelling　of　ceユl　surfaceβ2－microglobulin．
　　　　　　a：Peripheral　lymphocytes　obtained　from　a　normal　donor
　　　　　bl　HPE－GAC－2　　c：HPL－GCC－2　　d：HLN－Ret－2
（×400）
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リンパ球の場合は結合β2μ量は無刺激培養時に産生される
，32μ量の約1／10に相当し，癌細胞では約1／10～1／20に相当
する．
　2）膜螢光抗体所見
　膜蛍光抗体法による所見をFig．11に示した．すなわち
ヒト・リンパ球および3種類の培養癌細胞（HPE－GAC－2，
H：PL－GCC－2およびHLN－Ret－2）はそれぞれ細胞表面に
β2μの特異蛍光を示す．図からも明らかな様に細胞表面は
di長useに蛍光を発する．しかし本法の条件下ではcapping
形成は観察されなかった．蛍光染色の強弱は細胞の種類で
違うし，さらに個々の細胞の間でも多少差異がみられる．
しかし全般的に腫瘍細胞で観察された蛍光はリンパ球の蛍
光よりも弱い傾向を認めた．むろん今回の実験条件下にお
いて132μ陽性細胞の比率を算定することは不可能である
が，ほぼ全細胞がβ2μ蛍光を発しているものと推定された．
4．Sephadex　G－100分画法による分析
　成績を一括してFig．12に示す．　Fanconi症候群患者尿
は図（A）のごとく，0．D．280　nmの上でFraction　1！に主
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Fig．12　Sephadex　G－100　fractionation　ofβ2－microglobulin，1×50　cm　column　size，　equilibra－
　ted　with　O．1M　Tris－HCL　buffer　containing　1　M　NaCl．4m4　fractions　were　collected．
380 西岡一β2－micro910bulinに関する研究（2）
峯を形成した後，Fraction　16～17および23～24にpeak
を形成するが，β2μはFraction　11～12で小さいnotching
を示した後，Fraction　16～17に一致して溶出された．
PHA刺激後のリンパ球の培養上清については図〔B）のご
とく，0．D，280　nmの吸光曲線はFraction　10にpeakを
形成し，Fraction　24～25に小さい峯をつくるが，β21’‘は前
者とFraction　17を中心に2峯を形成して溶出された．後
者のpeakはAに示した尿中β2μの溶出分画に一致する．
次いでリンパ球の3MKCI可溶化分画中のβ2μは図（C）
のごとく，Fraction　10に一致して溶出される．それ以後
のFractionには検出されず，その溶出パターンは培養上
清中のβ2μとは部分的に異なる．つまり培養リンパ球から
産生されたβ2μの最：初のpeakと，リンパ球より3MKCl
でsolubilizeして得られたβ2μとは尿中のそれと溶出位
置を異にし，前2者は分子量が大きく，おそらく10万時後
と推定された．
考 按
　本編においては，まずリンパ球subpopulaロon12）との関
係に注目しながらリンパ球のβ2μ産生能を検討したが，第
一に特徴的な現象は，PHA刺激により，32μ産生が尤慨し
たことと，β2μ産生が培養時間に応じて変化を示したこと
である．
　Tリ：／パ球のmitogenであるPHA13・14）刺激によりリ
ンパ球のβ2μ産生は無刺激対照培養に比較して著明に充離
したが，それはPHA－Pの添加量がリンパ球106個当り1～
20μ6の範囲ではほぼ一定であった，一方Bリンパ球15）あ
るいはB，Tリンパ球両者13・14）のmitogenと考えられる
PWM刺激では，β2μ産生の充進はみられず，その増加は
わずかであった．これらの結果はリンパ球subpopulation
のうちTリンパ球がβ2μ産生にあずかっていることを示
す．同様の見解はFangerら3）も指摘し，3H－leucineを用
いた合成実験において，PHAやconcanavalin　A刺激に
よリリンパ球のβ2μ合成能は尤進ずるが，PWM刺激では
増加しないと述べている．
　この点はさらに，PHA刺激によるリンパ球のβ2μ産生
能と幼若化現象との間に高い相関性がみられたことによっ
ても裏づけられたが，培養リンパ球中のERFC値との相
関関係は弱かった．しかしPHA刺激によるリンパ球の幼
若化率とERFCで検出されるTリンパ球数の間において
は，必ずしも良好な相関関係を示さず，両者の値が解離す
ることがあるので16・17），ERFCに関する結果はTリンパ
球のβ2μ産生能を否定するものではないと考えられる．む
しろリンパ球によるβ2μ産生は，幼若化現象に結びついた
りンパ球の機能面と密接に関連しているのであろう．
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　リンパ球のβ2μ産生能は培養時間に応じて変化し，培養
開始後72～96時間で最：大に増加したが，この時期には
PHA刺激下での細胞の蛋白合成能も充進ずることが知ら
れている18，19），この蛋白合成能との関係について，Fanger
ら3）はPHA刺激24時間後のβ2μ産生量は合成された蛋
白の30傷を占めるが，培養時間の経過とともにその比率
は急激に低下すると述べており，これはリンパ球の蛋白代
謝におけるβ2μの役割について示唆を与えるものであろ
う・またこのβ2！‘産生の経時的変化は，PHA刺激下でリ
ンパ球のDNA合成能が培養3～4日で最大となり，以後
減少する傾向20・21）と一致するので，PHA刺激によるβ2μ
産生の著増はリンパ球のDNA合成能充進とも関連する
とみることができる．これはPHA刺激によるリンパ球幼
若化現象とβ2μ産生とが有意の正相関を示すことからも支
持されるが，さらに細胞増殖との関係にふれてNilsson
ら22）はcell　cycleの面からβ2μ産生能を検討し，増殖期
の細胞も休止期にある細胞も同程度のβ2μ分泌を示すこと
から，β2μ産生は細胞増殖に関係をもたないと述べている．
今回は細胞増殖そのものは観察していないが，Nilss・nら
の見解には少しも矛盾しない．
　ここで特殊なリンパ性白血病について触れると，Bcell
CLLではERFC，幼若化現象は共に低く，同時にβ2μ産
生も国賊であったが，両者の回復をみた治療後の寛解期の
例では，132μ産生はほぼ正常であり，一方Tcell　CLLで
は化学療法中にもかかわらず，β2μ産生能は比較的よく保
たれていた．すなわちTcellCLLとBcell　CLLではβ2μ
産生能が対照的に相違するが，この点はFangerら3）も指
摘している．むろん蛍光抗体法3・23）や免疫電顕法2のではほ
とんどすべてのリンパ球の細胞膜にβ2μは証明され，また
免疫グロブリン産生能を有するBce11由来の国玉培養細
胞においても4・22・25），β2／’産生が認められているからβ2μ
はTリンパ球特異的とは言えないが，Tcellの機能とより
密接な関連性をもつことは明らかであろう．
　なおMitchalskiら26）はSj6gren症候群では唾液中・血
清中のβ2μとも，唾液腺内リンパ球の浸潤の多いほど高濃
度であり，血清β2μはリンパ球系の増殖状態を反映し，病
勢と関連することを報告しているが，Sj6gren症候群では
唾液腺内リンパ球浸潤が激しい程，Tリンパ球の優位な増
殖がみられると言われ2η，加沈7りに限らず穿て，加。にお
いてもTリンパ球とβ2μ産生能との関係は意義深い．
　ところで今回は，リンパ球ぽかりでなく癌細胞について
もβ2μの存在とその産生能を明らかにした・癌細胞による
132μの大：量の分泌や，経時的に培養上清中に増加する現象
は，悪性腫瘍患者の血清β2μの増量機序28）を考察する上に
示唆を与えるが，培養癌細胞のβ2μ産生能の特色は個々の
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細胞が比較的多様な産生能を示したことである．またこの
多様性は癌細胞に結合するβ2μ量の差異としても認められ
た．すなわち癌細胞より3MKC1で可溶化して得られた
β2μは，正常対照リンパ球のそれに比較して多様であり，
ある程度細胞からの産生量に比例していた．なお癌細胞は
リンパ球よりはるかに大型ゆえ，量的にはβ2μが多いが，
単位細胞あたりのβ2μの密度は蛍光反応の強さにおいて，
むしろリンパ球により高い．
　β2μ産生能と癌細胞の種類との関係については，今回は
まだ検討例が少なく，十分明らかにし得ないが，Nilsson
ら4，22）によれぽ，上皮性由来の癌細胞のβ2μ産生は著しく
多量で，リンパ腫や白血病細胞由来では一般に少なく，
mitogen無添加培養時の末梢リンパ球とほぼ等しいと述
べられている．と同時にこの癌細胞の多様なβ2μ産生能に
ついて，癌細胞では遺伝子調節機構が非特異的に障害され
ている可能性があるので，それを反映しているのではない
かと説明している．
　β2μの機能については，なお不明の点が多いが，リンパ
球に関して抗β2μ血清が白血球混合培養（MLC）のre－
sponder　cellやPHA刺激に対するリンパ球の幼若化現象
を抑制することからみて，Tリンパ球細胞表面の抗原認識
機構に関与しているのではないかと考えられており29β0），
またこの抗原レセプターの構成にはHL－A抗原とco皿一
plexを形成して参加する可能性が推測されている31）．この
点に関連して，リンパ球の培養上清や3MKCI可溶化分
画中にSephadex　G－100カラム分画上分子量10万前後の
β2μ活性を検出したが，これは本来低分子蛋白であるβ2μ
がHL－A抗原とcomplexを形成している可能性を示唆
し32β3），あるいはさらにリンパ球の抗原レセプターの一部
を測定している可能性をも推測され，きわめて興味深い．
以上今回の実験成績において，Tリンパ球に比較的著明な
β2μ産生能を認めたが，この現象は抗原刺激に反応するT
リンパ球の細胞膜レセプターの安定性と，これが抗原に対
する反応性を保持する上に重要な役割を果たしている可能
性が示唆された．
　一：方癌細胞に関しては，マウスで132μがH－2とTL抗
原の共通のsubunitであることが報告され34），腫瘍抗原と
の関連において注目されるが，またヒトにおいてもリンパ
球同様癌細胞膜上でβ2μはHL－A抗原と結合していると
の発表もあり35），次第にその意義が明らかにされてきてい
るが，なおβ2μは未知の部分の多い蛋白と言える．
結 論
健康正常対照者・諸種疾患患者25例の末梢リンパ球と，
7種の人癌培養細胞株のβ2μ産生能をradioimmunoassay
法によって加加々ηの培養系で検討した。また蛍光抗体
法と細胞の3MKCI可溶化処理によって，リンパ球およ
び癌細胞のβ2μの存在様式を検討した．その結果，
　1）リンパ球のβ2μ産生はmitogen無添加培養に比し
て，PHA刺激により著明に増加するが，　PWM刺激での
増加はわずかであった．
　2）PHA添加量が1～20μ4／106個細胞の範囲では，リ
ンパ球のβ2μ産生はほぼ一定であった．またPHA刺激に
よるβ2μ産生は培養後3～4日で最大となり，その経時的
変化からみてβ2μは細胞増殖よりも細胞の基本的蛋白代謝
により関連するものと推測された．
　3）　リンパ球のβ2μ産生は培養リンパ折中のERFC数
との相関は弱いが，mitogen刺激培養における幼若化現象
との間には有意の相関を示した．またBcell　CLLではβ2μ
産生は抑制されるが，ERFC数が正常な寛解期の例では正
常化を示し，一方Tcell　CLLではβ2μ産生の抑制は著明
でなかった．これらの結果よりβ2μは主としてTリンパ球
によって産生されることが推測された，
　4）これと同時に長期培養株を含む癌細胞のβ2μ産生を
明らかにした．その産生能はまちまちであるが，細胞個々
についてはリンパ球よりもむしろ多：量であった．したがっ
て癌患者の血清β2μの増量はある程度癌細胞からの産生に
関係があるものと推測された．
　5）以上に関連して行った蛍光抗体法による細胞表面の
特異蛍光の存在，および細胞の3MKCI可溶化分画中の
β2μ測定により，それぞれの細胞によるβ2μ産生が裏づけ
られた．
　6）これらの所見を総合し，β2μとTリンパ球の抗原レ
セプターとの関係について推論したが，同時にSephadex
G－100カラム分析等の成績によって，HL－A抗原の
subunitとしての存在についてその可能性を論じた．
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